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Sinteza možnih metabolnih produktov analoga FDDNP 
Povzetek: 2-(1-(4-((4-(Etil(2-(fluoro)etil)amino)fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitril je 
zaradi ugodnih optičnih in vezavnih lastnosti ter možnosti radiofluoriranja obetavna 
molekulska sonda za diagnosticiranje tauopatij. Predviden je bil njen metabolizem in 
zasnovana sintezna pot za sintezo matične molekulske sonde in treh njenih predvidenih 
metabolnih produktov. V laboratoriju sta bila izvedena dva koraka sinteze 2-(1-(4-((4-((2-
(fluoro)etil)amino)fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitrila: jodiranje komercialno 
dostopnega anilinskega derivata in spajanje po Sonogashiri z mebinolom. Preostala 
sintezna pot je bila začrtana teoretično. Vključuje tvorbo terminanega acetilena, ki se ga 
lahko s ponovno reakcijo po Sonogashiri spoji z bromoacetofenonom. Po fluoriranju z 
DAST in Knoevenagelovi kondenzaciji z malononitrilom lahko sintetiziramo končna 
produkta 2-(1-(4-((4-((2-(fluoro)etil)amino)fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitril in 2-(1-
(4-((4-(etil(2-(fluoro)etil)amino)fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitril.  
Ključne besede: molekulska sonda, metaboliti, sinteza, spajanje po Sonogashiri  
 
 
Synthesis of possible metabolic products of an FDDNP analogue 
Abstract: 2-(1-(4-((4-(Ethyl(2-(fluoro)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)phenyl)ethylidene)-
malononitrile was found to be a promising molecular probe in diagnosticizing tauopathies 
due to its favorable optical and binding properties, as well as radiofluorinating possibility. 
Its metabolism was predicted and a synthetic pathway of the parent molecular probe and its 
three predicted metabolites was proposed. Started by iodination of a commercially available 
aniline derivative and followed by Sonogashira coupling to mebynol, the first two steps of 
the syntheis of 2-(1-(4-((4-((2-(fluoro)ethyl)amino)phenyl)ethynyl)phenyl)ethylidene)-
malononitrile were performed. The rest of the synthesis was designed theoretically, 
including the formation of terminal acetylene, Sonogashira coupling to 
bromoacetophenone, DAST fluorination and Knoevenagel condensation, introducing the 
final malononitrile. 
Keywords: molecular probe, metabolites, synthesis, Sonogashira coupling 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
Aβ  β-amiloidne odlage 
BBB  krvno-žilna beriera (angl. blood–brain barrier) 
Boc  terc-butiloksikarbonil 
DAST  dietilaminožveplov trifluorid (angl. diethylaminosulfur trifluoride) 
DCM  diklorometan (angl. dichloromethane) 
DIPA  diizopropilamin 
EPS  elektronprivlačna skupina 
Et  etil 
KOtBu kalijev terc-butoksid 
NMR  nuklearna magnetna resonanca 
NFT  neurofibrilarne pentlje (angl. neurofibrillary tangles) 
PET  pozitronska emisijska tomografija 
rt  sobna temperatura (angl. room temperature) 
Tau  tau proteini 
THF  tetrahidrofuran 
TMSA trimetilsililacetilen 
TLC  tankoplastna kromatografija (angl. thin-layer chromathography)
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1 Uvod 
1.1 Tau proteini in tauopatije 
Tau proteine (Tau) najdemo predvsem v nevronskih celicah. Z vezavo na mikrotubule le-
te stabilizirajo in tako prispevajo k ohranjanju celične strukture ter aksonskemu transportu 
hranil. Na njihovo funkcionalnost lahko vpliva stopnja fosforilacije. Hiperfosforilacija 
preprečuje vezavo na mikrotubule in vodi v odlaganje fosforiliranih Tau, ki tvorijo 
nevrofibrilarne pentlje (NFT).[1] Ta pojav je opazen pri tauopatijah – nevrodegenerativnih 
boleznih, izmed katerih je najbolj razširjena Alzheimerjeva bolezen. Za Alzheimerjevo 
bolezen je sicer poleg Tau agregatov značilna tudi akumulacija β-amiloidnih odlag (Aβ), a 
je bilo ugotovljeno, da količina NFT bolje sovpada z napredovanjem bolezni.[2] Obe vrsti 
proteinskih agregatov je mogoče zaznati in vivo s slikanjem s pozitronsko emisijsko 
tomografijo (PET), s pomočjo uporabe ustreznih molekulskih sond. 
 
1.2 Molekulska sonda 2-(1-(4-((4-(etil(2-([18F]fluoro)etil)amino)fenil)-
etinil)fenil)etiliden)malononitril 
Molekulska sonda, ki je in vitro izkazala visoko občutljivost in selektivnost na Tau 
agregate, je 2-(1-(4-((4-(etil(2-([18F]fluoro)etil)amino)fenil)etinil)fenil)etiliden)-
malononitril (spojina [18F]1 na Sliki 1).[2] Sintetizirana je bila na podlagi strukture 2-(1-(6-
((2-([18F]fluoro)etil)(metil)amino)naftalen-2-il)etiliden)malononitrila ([18F]FDDNP) 
(Slika 1), ki je predhodno uveljavljena PET sonda.[3] Molekulska sonda [18F]1 ustreza 
pogojem za uspešno in vivo PET sondo, saj i) izkazuje višjo afiniteto do vezave na Tau kot 
na Aβ, ii) omogoča radiofluoriranje za uporabo v PET, iii) s prostim elektronskim tokom 
od elektron-bogate do elektron-revne skupine zagotavlja ustrezen 'push-pull' efekt, s čimer 
so zagotovljene ugodne optične lastnosti za uporabo v fluorescenčni mikroskopiji za post 
mortem lokalizacijo proteinskih depozitov, iv) ima paličasto strukturo in s tem energetsko 
ugoden dostop do predvidene vezne strani tirozinskega kanala na Tau in v) ima ustrezno 
lipofilnost za prečkanje krvno-žilne bariere v možanih (BBB) z zadostno hidrofilnostjo za 
intravenozno injiciranje.[2] Na podlagi strukture [18F]FDDNP je bila sintetizirana tudi 
molekulska sonda 2-(1-(6-((2-(2-([18F]fluoro)etoksi)etil)(metil)amino)naftalen-2-
il)etiliden)malononitril ([18F]FEONM) (Slika 1).[4]  
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Slika 1: Spojine [18F]1, [18F]FDDNP in [18F]FEONM - Molekulske sonde [18F]1, 
[18F]FDDNP in [18F]FEONM se lahko vežejo na Tau agregate v možganih, kar omogoča 
zaznavo s PET. 
 
1.3 Metabolizem radiofarmakov 
Radiofarmaki morajo za uporabo v PET izpolnjevati več kriterijev, kot so možnost 
radiaktivnega označevanja, varnost, visoka afiniteta in selektivnost vezave na tarčno 
molekulo, nizka nespecifična vezava, sposobnost penetracije skozi BBB pa tudi odsotnost 
metabolitov, ki lahko pri vezavi tekmujejo z matično molekulo – v tem delu imenovani 
problematični metaboliti. Po intravenoznem vstopu v telo so spojine nemudoma 
izpostavljene vrsti metabolnih encimov in večinoma presnovljene v nekaj minutah.[5] Za 
razgradnjo teh substanc je navadno odgovoren sistem encimov z nizko zahtevo po 
substratni specifičnosti, ki se nahaja v glavnem v jetrih, lahko pa tudi v ledvicah in ostalih 
organih.[6] PET reagenti so podvrženi predvsem citokrom P450 jeternim encimom, 
odgovornim za presnovo lipofilnih komponent, katerih metaboliti se nato izločijo preko 
ledvic. Metaboliti so ponavadi torej manj lipofilni od matične molekule in imajo zato 
manjšo sposobnost vstopa v možgane.[7] Problematični so predvsem radiometaboliti, ki v 
možgane vseeno prodrejo ali pa tam nastanejo, ker lahko s tem pri PET slikanju ustvarijo 
lažno pozitiven ali lažno negativen signal, saj naprava ne more razlikovati med kemijskim 
virom radioaktivnosti.  
Kot prvo je za 18F-označene radiofarmake nezaželeno defluoriranje, pri katerem nastali 
[18F]F-ion zaradi vezave na kosti in lobanjo zmoti PET meritev. Terciarni amini so nagnjeni 
k N-dealkiliranju, kar je problematično, ko je radiooznačen aminski substituent, saj se tako 
radioaktivnost s tvorbo 18F-označenega etilnega metabolita prenese na manjši polarni 
fragment. Ta sicer lahko vstopi v možgane, ampak v večji meri ne predstavlja specifične 
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vezave na proteinske tarče. Druge metabolne poti vključujejo hidrolizo in glikolizacijo, kar 
lahko vodi do nastanka problematičnih radiometabolitov.[5] 
1.3.1 Metabolizem [18F]FDDNP in [18F]FEONM 
Tako pri [18F]FDDNP kot pri [18F]FEONM je opaziti razpad na N-dealkiliran naftilni 
fragment in radioaktivno označen fluoroetanal, ki se lahko naprej oksidira v fluoroocetno 
kislino, kar že v kratkem času predstavlja večji delež plazmatske aktivnosti. Kot omenjeno 
zgoraj, nastali polarni metaboliti lahko preidejo BBB in tako prispevajo k nespecifičnem 
signalu. Preostalo, sicer manjšinsko, lipofilno frakcijo pri [18F]FDDNP sestavljajo razpadni 
produkti derivatizacije v keton (spojina A na Shemi 1), demetiliranja (spojina B na Shemi 
1) in defluoroetiliranja (spojina C na Shemi 1), ki bi predvidoma lahko prečkali BBB in 
tekmovali za vezavno mesto na proteinskih agregatih.[8] Analogno tudi [18F]FEONM 
metabolizira v hidrofilne in lipofilne frakcije. Za razliko od [18F]FDDNP so odkrili še tri 
metabolne procese: hidrogeniranje alkenskega fragmenta (spojina F na Shemi 2), 
konjugacijo z glukuronsko kislino (spojina E na Shemi 2)  in hidroksiliranje etoksi 
ogljikovega atoma (spojina J na Shemi 2). Zadnji je zaradi prisotnosti eterske skupine v 
primerjanem paru sond specifičen za [18F]FEONM.[4] 
 
Shema 1: Metabolizem [18F]FDDNP- Po metabolizmu [18F]FDDNP lipofilno frakcijo 
sestavljajo razpadni produkti derivatizacije v keton (A), demetiliranja (B) in 
defluoroetiliranja (C). 
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Shema 2: Metabolizem [18F]FEONM - Po metabolizmu [18F]FEONM lipofilno frakcijo 
sestavljajo razpadni produkti derivatizacije v keton (D, I in J), demetiliranja (G, H, I in J), 
hidrogeniranja alkenskega fragmenta (F), konjugacije z glukuronsko kislino (E) in 
hidroksiliranja (J). 
 
 
 
 
       
       UVOD 
5 
 
1.4 Pristopi k sintezi FDDNP analogov 
FDDNP analoge lahko sintetiziramo s kombinacijo klasičnih in modernih sinteznih metod. 
Pri tovrstnih sintezah v nadaljevanju izpostavljam tri vrste reakcij, ki so ključne za tvorbo 
molekulskega ogrodja, malononitrilnega fragmenta in uvedbo fluorovega atoma. 
1.4.1 Reakcija po Sonogashiri 
Eden najpomembnejših postopkov za pripravo arilalkinov je reakcija po Sonogashiri. Gre 
za s paladijem katalizirano reakcijo spajanja med aril halidom in terminalnim acetilenom, 
navadno v prisotnosti bakrovega(I) kokatalizatorja. Potekala naj bi preko dveh samostojnih 
katalitskih krogov. Splošno sprejet katalitski krog paladija se začne z navadno hitro 
oksidativno adicijo organskega halida na paladijev(0) katalizator, pri čemer se tvori 
paladijev(II) intermediat. Terminalni acetilen se predhodno aktivira v bakrovem 
katalitskem krogu, v katerem se s tvorbo π-alkin-Cu kompleksa poveča kislost 
acetilenskega protona, ki ga baza lažje odcepi in tvori bakrov acetilid. Ta skupaj s 
paladijevim(II) intermedatom sodeluje v transmetalaciji. Reduktivna eliminacija povzroči 
spajanje obeh organskih ligandov, da nastane produkt, pri čemer se regenerira paladijev(0) 
katalizator (Shema 3).[9] 
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Shema 3: Spajanje po Sonogashiri - Spajanje po Sonogashiri sestoji iz dveh povezanih 
katalitskih krogov – paladijevega in bakrovega. Začne se z oksidativno adicijo, sledi 
transmetalacija in nato še reduktivna eliminacija, ki omogoči nastanek produkta in 
regeneracijo paladijevega(0) katalizatorja. 
Bakrov(I) kokatalizator poleg povečanja reaktivnosti predstavlja tudi okoljsko 
problematiko, težavno regeneracijo in možnost tvorbe Glaserjevega produkta zaradi 
medsebojnega spajanja acetilenskih gradnikov pod oksidacijskimi pogoji. To vodi 
raziskave v smer razvoja reakcijskih pogojev, pri katerih prisotnost bakrovih soli ni 
potrebna.[9] Dokazano je bilo, da reakcija v tem primeru poteka preko dveh medsebojno 
povezanih katalitskih krogov paladija(0) in paladija(II).[10] To pogosto vključuje uvedbo 
dodatne količine aminov, ki sodelujejo v aktivaciji Pd(0)-kompleksa, in različnih steričnih 
fosfanskih ligandov v kombinaciji z različnimi topili. Kot uspešne so se izkazale tudi 
nekatere metode brez aminov. Baker je ponekod zamenjala uporaba srebrovih in zlatovih 
soli. Poleg nadomeščanja in opuščanja bakra se pojavlja vedno več katalitskih sistemov, ki 
ne zahtevajo uporabe organskih topil in povečajo aktivno površino katalizatorja.[9]  
Za potek reakcije sta ključna koraka oksidativna adicija in transmetalacija, pri čemer je 
oksidativna adicija hitrost določujoča stopnja. Na hitrost oksidativne adicije vplivajo 
substituenti aril halida. Ta se poveča, če gre za aril halid, aktiviran z elektronprivlačno 
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skupino na orto ali para mestu. Prav tako se reakcijska hitrost poveča pri lažje izstopajočih 
halidih in sledi zaporedju I > Br > Cl.[9] 
 
1.4.2 Knoevenagelova kondenzacija 
Knoevenagelova kondenzacija je nukleofilna adicija karboaniona na karbonilno skupino, 
čemur sledi eliminacija vode. Ogljikove nukleofile v tej reakciji ponavadi predstavljajo 
spojine, ki vsebujejo dve elektronprivlačni skupini, vezani na ogljikov atom, ki je mesto 
reakcije. Primer take spojine je malononitril. Eden od pogojev reakcije je uporaba šibke 
baze (ponavadi amina), ki omogoči tvorbo enolatnega iona in obenem ne sproži aldolne 
kondenzacije. Kislost α-protona je zato ključnega pomena za uspešen potek reakcije. Poleg 
tega prisotnost bolj kislih protonov pospeši zadnji korak reakcije – eliminacijo (Shema 
4).[11] 
 
Shema 4: Mehanizem Knoevenagelove kondenzacije - Šibka baza pod vplivom 
elektronprivlačnih skupin na nukleofilu katalizira tvorbo karboaniona, ki napade 
karbonilni ogljikov atom. Pri tem se tvori tetraedrični intermediat, čemur sledi odcepitev 
protona in končna eliminacija vode. 
1.4.3 Fluoriranje z DAST 
Dietilaminožveplov trifluorid (DAST) je razširjen fluorirni reagent s široko uporabnostjo;  
od fluoriranja alkoholov, aldehidov in ketonov do karboksilnih kislin, sulfonatov, 
sulfoksidov, fosforjevih spojin itd. Visoka stopnja reaktivnosti v nukleofilni substituciji s 
hidroksilno skupino z njim omogoča selektivno pretvorbo hidroksiketonov v fluoroketone. 
Fluoriranje hidroksilnih skupin navadno poteka pri sobni temperaturi, med tem ko je za 
fluoriranje karbonilne skupine potrebno rahlo segrevanje. S segrevanjem se lahko DAST 
pretvori v visoko eksploziven (NEt2)2SF2, zato je med reakcijo pomembna kontrola 
temperature. Zaradi burne reakcije z vodo so potrebni suhi pogoji.[12]
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2 Namen dela 
Namen dela je bila zasnova predvidenega metabolizma spojine 1, zasnova sintezne poti 
nekaterih predvidenih metabolitov in preizkus izbranih reakcij za sintezo produktov po 
spodaj zastavljeni sintezni poti. 
1) Hipoteza 1: S pomočjo literaturnega gradiva bomo predvideli metabolizem 2-(1-
(4-((4-(etil(2-(fluoro)etil)amino)-fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitrila. 
2) Hipoteza 2: Uspešno bomo zasnovali sintetizno pot za sintezo 2-(1-(4-((4-(etil(2-
(fluoro)etil)amino)fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitrila in 2-(1-(4-((4-((2-
(fluoro)etil)amino)fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitrila. 
3) Hipoteza 3: Uspešno bomo sintetizirali nekatere prekurzorje  2-(1-(4-((4-((2-
(fluoro)etil)amino)fenil)etinil)-fenil)etiliden)malononitrila. 
4) Hipoteza 4: Sinteza prekurzorjev in predvidenih metabolnih produktov 2-(1-(4-
((4-(etil(2-(fluoro)etil)amino)-fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitrila je lahko 
izvedena analogno sintezni poti, objavljeni za sintezo spojine 1, ki je prikazana na 
Shemi 5. 
 
 
 
Shema 5: Objavljena sintezna pot spojine 1 
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3 Rezultati in razprava 
3.1 Predviden metabolizem 2-(1-(4-((4-(etil(2-(fluoro)etil)amino)-
fenil)etinil)fenil)etiliden)malononitrila  
Glede na prej opisan metabolizem analognih molekul bi pri molekulski sondi 1 za najbolj 
metabolno dovzetne označila etilno in fluoroetilno skupino na terciarnem aminu ter 
dicianoalkenski del na tolanu. Ena pomembnejših razlik med prej omenjenima spojinama 
in našo pa je prisotnost trojne vezi. V literaturi opisani terminalni alkini[13] ali alkini s 
karbonilno skupino poleg trojne vezi[14] so dovzetni za encimatske oksidacije, kar pa ni 
značilno za nekatere ostale acetilenske farmacevtike,[15],[16] zato tudi v našem primeru ne 
pričakujem, da bi bila trojna vez podvržena metabolizmu.  
Na podlagi pridobljenega literaturnega znanja sem predvidela možne metabolite 
molekulske sonde 1. Predvidevam, da lipofilni metaboliti lahko vključujejo razpadne 
produke derivatizacije v keton (spojini 7a in 7b na Shemi 6), deetiliranja (spojine 7a, 8 in 
10 na Shemi 6), defluoroetiliranja (spojini 9 in 10 na Shemi 6), konjugacije z glukuronsko 
kislino (spojina 11 na Shemi 6) in hidrogeniranja alkena (spojina 12 na Shemi 6). 
Te predpostavke so ključne za nadaljnjo zasnovo sintezne poti nekaterih predvidenih 
problematičnih metabolitov (7a, 7b in 8), sintetizirane spojine pa lahko služijo kot standardi 
pri kasnejši karakterizaciji metabolitov in njihovih lastnosti.  
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Shema 6: Predviden metabolizem molekulske sonde 1 - Predvideni metaboliti spojine 1 
so razpadni produkti derivatizacije v keton (7a in 7b), deetiliranja (7a, 8 in 10), 
defluoroetiliranja (9 in 10), konjugacije z glukuronsko kislino (11) in hidrogeniranja 
alkena (12). 
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3.2 Načrtovana sintezna pot 
Sinteza metabolitov 7a in 8 v literaturi še ni opisana. Načrtovana sintezna pot temelji na 
literaturni sintezi spojine 1 (Shema 7).[2],[17] 
 
Shema 7: Sintezna pot za sintezo spojin 8 in 1 - Načrtovana sintezna pot temelji na 6-
stopenjski literaturni sintezi spojine 1, ki že vključuje sintezo metabolita 7b, in smo jo 
analogno zasnovali za sintezo metabolitov 7a in 8. 
Po zastavljeni sintezni poti nam je v laboratoriju še uspelo izvesti prvi dve stopnji sinteze 
metabolita 8 in tako sintetizirati prekurzorja 3a in 4a. 
 
3.2.1 Tvorba jodoanilinov 
Direktno selektivno para-jodiranje izbranih anilinskih derivatov pod blagimi pogoji je bilo 
v literaturi že večkrat opisano,[18]–[20] a ne za spojino 2a. Sintezo lahko začnemo z direktnim 
jodiranjem komercialno dostopnega anilinskega derivata (Shema 8). To smo preverili tudi 
eksperimentalno. 
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Shema 8: Sinteza spojin 3a in 3b - Jodoanilina 3a in 3b lahko sintetiziramo z direktnim 
jodiranjem anilinskih derivatov 2a in 2b pod blagimi pogoji. 
Spojino 2a smo skladno z literaturnim postopkom za pripravo 3b[17] jodirali v zmesi 
diklorometana in piridina pri temperaturi malo nad lediščem za kontroliran potek 
eksotermne reakcije. Reakcija je kljub rahlo spremenjeni elektrondonorski skupini potekala 
skladno z literaturo. Po reakciji smo presežni jod reducirali z Na2S2O3 in produkt sprali z 
vodo. Odvečnega piridina v produktu smo se znebili z dodatkom toluena in rotacijskim 
odparjanjem piridin-toluenskega azeotropa, pri čemer smo dobili trden rumen produkt. Po 
prekristalizaciji iz petroletra in etil acetata je 1H NMR spekter pokazal zadovoljivo čistost. 
Izkoristek (70%) je bil primerljiv z literaturnim (72%). Odsotnost etilne verige na 
aktiviranem jodoarenu z rahlim zmanjšanjem elektrondonorskega učinka aminske skupine 
tako ni znatno vplivala na učinkovitost reakcije. 
Še višji (tudi kvantitativni) izkoristki so bili za jodiranje 2b in tudi nekaterih drugih alkil-
substituiranih alinilov opaženi pri izvedbi reakcije v zmesi piridina in dioksana.[18],[20] 
 
3.2.2 Priprava acetilenskih gradnikov 
Jodoanilinski derivati so zaradi močnega elektrondonorskega značaja aminske skupine in 
reaktivnosti na jodiranem mestu dobre izhodne spojine za pripravo fenilacetilenskih 
prekurzorjev. Skladno z literaturnim postopkom[17] smo izvedli reakcijo spajanja po 
Sonogashiri in pridobili željen acetilen 4a (Shema 9).  
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Shema 9: Sinteza spojin 4a in 4b - S spajanjem po Sonogashiri med mebinolom ter 
jodoanilinoma 3a in 3b lahko sintetiziramo acetilena 4a in 4b. 
Reakcijo smo preizkusili na jodoanilinu 3a, ki smo ga z 2-metil-3-butin-2-olom (mebinol) 
spojili pod inertnimi pogoji v prisotnosti paladijevega katalizatorja, ki smo ga tvorili in situ 
iz Pd(OAc)2 in PPh3, ter bakrovega kokatalizatorja. Po čiščenju z radialno kromatografijo 
je 1H NMR analiza pokazala zadovoljivo čistost. Reakcija je potekla z 51% izkoristkom. 
Sineza 4b je v literaturi[17] potekla z 88% izkoristkom. V splošnem jodirani areni nudijo 
reaktivno elektrofilno mesto. S spremembo aminske skupine bi sicer ponovno pričakovali 
nekolikšno zmanjšanje reaktivnosti, vendar menim, da bi bilo v našem primeru za končne 
ugotovitve potrebno zagotoviti ponovljivost reakcije.  
Tvorbi Glaserjevega produkta smo se želeli izogniti z izvedbo reakcije pod inertnimi 
pogoji, kar bi lahko poizkušali doseči tudi z uporabo katalizatorja in reakcijskih pogojev, 
ki ne zahtevajo bakrove kokatalize. Poleg tvorbe Glaserjevega produkta je možno še 
medsebojno spajanje aktiviranih jodoarenov s tvorbo Ullmannovega produkta, vendar ima 
prisotnost aminske funkcionalne skupine na to reakcijo deaktivirajoč učinek. Tvorbo 
bifenilnega produkta lahko poleg segrevanja predvidoma spodbudi tudi prisotnost 
molekularnega kisika in vode,[21] kar še poveča pomembnost izvajanja reakcije v suhih 
inertnih pogojih. Z uporabo suhega topila smo se poskusili izogniti tudi morebitni hidrolizi 
trojne vezi. 
Ker je sam etin strupen in je delo z njim zahtevno, se za tvorbo terminalnih acetilenov 
navadno uporablja trimetilsililacetilen (TMSA) ali 2-metil-3-butin-2-ol.[9] V literaturi sem 
pogosteje zasledila uporabo TMSA, pri katerem je odščita z desililiranjem pod bazičnimi 
pogoji v metanolu, pod sicer blažjimi reakcijskimi pogoji, navadno trajala skoraj 1 dan.[22] 
Poleg hitrejše reakcije z mebinolom je ta tudi cenejši in dostopnejši, kar je razlog, da smo 
ga uporabili v naši sintezi. Po pripajanju mebinola se terminalni acetilen tvori z eliminacijo 
acetona v prisotnosti baze (Shema 10).  
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Shema 10: Sinteza spojin 5a in 5b - Odščita maskiranih acetilenov 4a in 4b poteka s 
segrevanjem v prisotnosti baze, pri čemer se odcepi aceton. 
Nadaljevanje sinteze tako poteka z odščito maskiranega acetilena 4a, ki ga lahko pod 
inertno atmosfero raztopimo v toluenu in po dodatku KOtBu s pomočjo Dean-Starkove 
aparature iz reakcijske zmesi odvajajamo aceton ter na ta način pospešimo reakcijo. 
Po približno 1 h, spiranju z vodo, filtriranju in odparevanju topila je bil v literaturnem 
postopku[17] produkt 5b izoliran s 96% izkoristkom. Pri sintezi 5a glede na majhne razlike 
v strukturi in reaktivnosti pričakujemo podoben potek reakcije. 
 
3.2.3 Sinteza metabolnih hidroksi analogov 
Pripajanje acetilenskega gradnika na aril halogenid je v literaturi[2] opisano za sintezo 6b, 
kjer je bil uspešno uporabljen 4'-bromoacetofenon z reakcijskim časom 1 h in 63% 
izkoristkom.  
Našo sintezo lahko skladno z omenjenim postopkom izvedemo pod enakimi reakcijskimi 
pogoji kot prejšnjo reakcijo po Sonogashiri, tokrat med komercialno dostopnim 4'-
bromoacetofenonom in spojino 5a (Shema 11). Sintezo difenilacetilena začenjamo s tvorbo 
terminalnega acetilena na elektondonorskem koncu ciljne molekule zaradi ugodnejšega 
elektronskega vpliva na reakcijo, saj se izkaže da je acetiliranje anilina učinkovitejše kot 
enaka reakcija na aril halidu, ki vsebuje elektronakceptorsko skupino.[17] 
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Shema 11: Sinteza spojin 6a in 6b - Tolana 6a in 6b lahko sintetiziramo s spajanjem po 
Sonogashiri med 4'-bromoacetofenonom ter terminalnima acetilenoma 5a in 5b. 
Poleg nastanka glavnega produkta lahko pričakujemo tudi pojav nekaterih stranskih reakcij, 
katerih produkti so za primer reakcije 4'-bromoacetofenona z molekulo 5a prikazani na 
Shemi 12. 
 
Shema 12: Možni stranski produkti pri sintezi spojine 6a - Poleg spajanja po 
Sonogashiri je pri reakciji med acetilenom 5a in 4'-bromoacetofenonom možna še tvorba 
Glaserjevega produkta (K), bifenilnega Ullmannovega produkta (L) in terciarnega amina 
(M). 
Tudi tukaj se tvorbi Glaserjevega produkta (K) poskušamo izogniti z izvedbo reakcije pod 
inertno atmosfero. Pri podobnih spajanjih aminofenilacetilenov in 4'-haloacetofenonov se 
je dobro obnesla uporaba različnih bifaznih katalitskih sistemov s paladijevim 
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katalizatorjem brez bakrove kokatalize,[23]–[25] ki kot topilo uporabljajo vodo. V našem 
primeru je v izogib stranskih reakcij z vodo tudi tukaj pomembno zagotoviti suhe pogoje, 
kar pa bi bilo možno tudi ob izvedbi reakcije brez prisotnosti bakra. 
Podobno kot pri ostalih dosedanjih reakcijah zaradi spremembe donorske skupine 
pričakujemo rahlo zmanjšano reaktivnost. V reakciji uporabimo aril bromid. Učinkovitost 
reakcije bi morda povečali z uporabo dražjih in reaktivnejših analogov, kot je npr. 4'-
jodoacetofenon, pri uporabi katerega so bili za pripajanje na 4-etinilanilin, pod sicer 
spremenjenimi reakcijskimi pogoji, opaženi višji izkoristki.[25],[26] Po drugi strani pa 
uporaba reaktivnejših aril jodidov pod danimi reakcijskimi pogoji še dodatno poveča 
možnost njihovega medsebojnega spajanja in tvorbe bifenilnega produkta (L), zato se na 
koncu še vedno odločimo za uporabo bromovih derivatov.  
Možna stranska reakcija pri sintezi spojine 6a je tudi nukleofilna aromatska substitucija, 
saj aril bromid z elektonprivlačno acilno in lahko izstopajočo bromidno skupino predstavlja 
reaktivno mesto za nukleofilni napad sekundarnega amina 5a, kar lahko vodi v nastanek 
terciarnega amina (M). Temu se lahko izognemo z uvedbo zaščitne skupine na aminski del, 
ob čemer se lahko pojavi nova težava z odščito, ki ponavadi poteka pod močno kislimi ali 
bazičnimi pogoji.[27] Ker so reakcije v predlagani sintezni poti bazno katalizirane, bi se 
odločila za zaščitno skupino, kot je Boc, ki za odščito zahteva kisle pogoje. Pomembno pa 
je omeniti, da bi uporaba kislih pogojev lahko privedla do dodatnih stranskih reakcij, kot 
sta aldolna kondenzacija in hidroliza.  
 
3.2.4 Fluoriranje  
Na primeru sinteze spojine 7b se je za fluoriranje dobro izkazal reagent DAST.[2] Reakcija 
je bila končana po 1 h in je potekla z 80% izkoristkom. Po enakem postopku in v podobnih 
izkoristkih so bili pripravljeni tudi drugi analogi, kar odraža široko uporabnost metode in 
nakazuje na možen uspeh tudi v primeru spojine 7a. 
Pomembno je, da reakcijo izvedemo v suhih inertnih pogojih in pri sobni temperaturi, ker 
je DAST temično nestabilen, eksploziven in burno reagira z vodo. Kot topilo tako lahko 
uporabimo brezvodni diklorometan, reakcijo pa izvajamo pod argonovo atmosfero (Shema 
13).  
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Shema 13: Sinteza metabolitov 7a in 7b - Metabolita 7a in 7b lahko sintetiziramo s 
fluoriranjem hidroksi analogov 6a in 6b z DAST pri sobni temperaturi in suhih inertnih 
pogojih. 
Možne stranske reakcije vključujejo eliminacijo vode ali vodikovega fluorida v olefin. Ob 
povišanju temperature in podaljšanju reakcijskega časa bi lahko pričakovali tudi pretvorbo 
karbonilne skupine v difluorid.[12] 
 
3.2.5 Knovenagelova kondenzacija z malonitrilom 
S pomočjo Knoevenagelove kondenzacije ketonskega metabolita 7a z malonitrilom lahko 
sintetiziramo metabolit 8 (Shema 14). 
 
Shema 14: Sinteza spojin 8 in [18F]1 - Končni metabolit 8 lahko sintetiziramo s 
Knoevenagelovo kondenzacijo ketonskega metabolita 7a z malonitrilom. Na enak način je 
bila iz metabolita 7b sintetizirana molekulska sonda 1. 
V literaturnem postopku[2] je s 75% izkoristkom potekala pretvorba spojine 7b v njen 
malonitrilni derivat 1. Potekala je 7 h in bila izvedena z 10-kratnim presežkom 
malononitrila, piridin pa je bil v vlogi topila in šibke baze.  
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Na konjugiranem sistemu z donorsko skupino na začetku je zaradi resonančnega efekta 
zmanjšana reaktivnost za adicijo karboaniona na karbonilnem ogljikovem atomu. Menim, 
da ima prisotnost skupine z manjšim donorskim efektom od literaturno opisanega pri 
spojini 7b na reakcijo zgolj pozitiven pospešujoč učinek, zato lahko pričakujemo uspešno 
sintezo metabolita 8.
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4 Zaključek 
Predvideli smo metabolizem molekulske sonde 1 in zasnovali sintezno pot za pripravo 
predvidenih metabolitov 7a, 7b in 8. Literaturni pregled nakazuje na to, da je intermediate 
možno sintetizirati, pri čemer so pričakovani izkoristki podobni kot pri že objavljeni sintezi 
spojine 1. Sintezno pot smo delno potrdili z uspešno sintezo intermediatov 3a in 4a. 
Upam, da bomo v prihodnosti lahko potrdili še uspešnost preostalih reakcij ali pa le-te 
ustrezno optimizirali. Prav tako upam in verjamem, da bo v tem delu predlagana sintezna 
pot v pomoč pri nadaljnih raziskavah metabolitov molekulskih sond, njihovi karakterizaciji 
in določitvi bioloških lastnostih.  
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5 Eksperimentalni del 
5.1 Reagenti, topila in aparature 
Kemikalije so bile iz komercialnih virov (Fluka, Sigma Aldrich, Fluorochem). Brezvodni 
tetrahidrofuran je bil pripravljen s sušenjem nad Na žico in destiliran. Ostala topila so bila 
uporabljena brez predhodnega čiščenja, sušenja ali drugačnega načina predpriprave. 
NMR spektri so bili posneti s 500 MHz spektrometrom Bruker Avance III. Kemijski 
premiki protonskih resonanc so podani glede na rezidualni signal CDCl3 (δ = 7.26 ppm). 
Kemijski premiki (δ) so podani v ppm. Sklopitvene konstante (J) so podane v Hz.  
Za tankoplastno kromatografijo smo uporabljali TLC ploščice (Fluka Analytical) s 
silikagelskim matriksom na aluminijastih nosilcih, impregnirane s fluorescenčnim 
indikatorjem (λe = 254 nm). Opazovali smo jih pod UV-svetilko (CAMAG) pri valovnih 
dolžinah 254 nm in 366 nm.  
Za preparativno cetrifugalno tankoplastno kromatografijo smo uporabili Harrison Research 
Chromatotron 7924T. Kromatografske plošče smo pripravili iz vodne zmesi silikagela 
Merk 60 PF254 in mavca, ki smo jo nanesli na steklene plošče, sušili na 50 °C in pred 
uporabo zbrusili na želeno debelino (2 mm).  
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5.2 Sinteza 2-((4-jodofenil)amino)etan)-1-ola (3a) 
 
V dvogrli bučki smo raztopili (2-hidroksietil)anilin (2a) (1.25 mL, 10 mmol) v zmesi 
piridina (1.61 mL, 20 mmol) in diklorometana (10 mL). Jod (4.44 g, 17.5 mmol) smo preko 
30 min dodajali v treh porcijah, tako da temperatura ni presegla 8 °C. S TLC smo ugotovili, 
da je bila po 1 h reakcija končana. Presežni jod v raztopini smo reducirali z dodatkom 
nasičene vodne raztopine Na2S2O3 po kapljicah do razbarvanja rjave barve in produkt sprali 
z vodo (2  20 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4 in topilo 
oddestilirali pod znižanim tlakom. Odvečen piridin smo z dodatkom toluena (10 mL) v 
obliki azeotropa odparili pod znižanim tlakom. Trden rumen produkt smo očistili s 
prekristalizacijo iz petroletra in etil acetata, pri čemer smo vroči suspenziji produkta v 
petroletru po kapljcah dodajali etil acetat, dokler se ni vse raztopilo. Po ohlajanju se je 
izločil trden rumen kristaliničen produkt 3a (1.84 g, 7.0 mmol, 70%). 
 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.41–7.44 (m, 2H), 6.42–6.45 (m, 2H), 3.82 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 
3,26 (t, J = 5.2 Hz, 2H). Spojina v literaturi ni opisana. 
Ostalih analiz nam zaradi razmer ni uspelo izvesti pravočasno.
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5.3 Sinteza 4-(4-((2-hidroksietil)amino)fenil)-2-metilbut-3-in-2-ola (4a) 
 
Pod argonovo atmosfero smo v brezvodnem tetrahidrofuranu (5 mL) raztopili 3a (263 mg, 
1 mmol) ter dodali mebinol (111 µL, 1.2 mmol) in DIPA (123 µL, 3 mmol). Po 20 min 
mešanja smo dodali še trifenilfosfin (25 mg, 0.092 mmol) in CuI (12 mg, 0.061 mmol). Po 
10 min mešanja smo dodali Pd(OAc)2 (22.5 mg, 0.1 mmol) in refluktirali pri 66 °C. S TLC 
smo po 1 h ugotovili, da je bila reakcija končana. Reakcijsko zmes smo ohladili in jo 
filtrirali. Filtrat smo ekstrahirali z diklorometanom (3 × 15 mL) in vodo (20 mL). Organsko 
fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4 in topilo odstranili pod znižanim tlakom. 
Nastalo olje smo očistili z radialno kromatografijo (SiO2, 2 mm). Na ploščo smo nanesli v 
diklorometanu raztopljen vzorec, topilo odstranili s prepihavanjem z zrakom in produkt 
eluirali z zmesjo petroleter/etil acetat z gradientno elucijo (4:1, 100 mL; 3:1, 50 mL; 2:1, 
50 ml; 1:1, 250 mL). Iz zadnje frakcije smo po destilaciji topila pod znižanim tlakom dobili 
trden rjav oljnat produkt 4a (113 mg, 0.5 mmol, 51%). 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.14–7.17 (m, 2H), 6.41–6.44 (m, 2H), 3.73 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 
3.17 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 1.57 (s, 6H). Spojina v literaturi ni opisana. 
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Ostalih analiz nam zaradi razmer ni uspelo izvesti pravočasno.
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